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ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞（human multipotent 
mesenchymal stromal cells：hMSC）はさまざま
な組織より採取可能な細胞集団であり、その再生
医療への応用は世界中で実施されている。本邦で
も「造血幹細胞移植後の急性移植片対宿主病（急
性GVHD）」を適応症として、厚生労働省より再
生医療等製品「テムセル®HS注」が2015年9月に
テルモの「ハートシート」とともに製造販売承認
を取得したのは記憶に新しい。hMSCは主に骨髄
や脂肪組織由来の細胞を用いた治療が歴史的に古
く研究も進んでいるが、他の臓器からも採取・培
養増殖・移植可能な細胞が多数報告されている。
由来臓器により性質が若干異なっていることは指
摘されているが、2006年に発刊された国際細胞
治療学会のポジションペーパー1によるとMSCの
必要最小条件は1）プラスチック（培養基材）に接
着する、2）95%以上の細胞がフローサイトメー
ターでCD105，CD73ならびにCD90陽性であり、
且つ、CD45（白血球共通抗原），CD34（造血前駆
細胞のマーカー），CD14もしくはCD11b（単球や
マクロファージのマーカー）、CD79αもしくは
CD19（B細胞のマーカー）等の血球系マーカー並
びにHLA-DR陰性（2%以下）である、3）インビト
ロでの分化環境下で骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨が
細胞に分化しうる、の3点である。このような理
由から当初は骨・軟骨などの再生のための細胞
ソースとして期待されていたが、現実でのhMSC
移植は多種多様な疾患に既に臨床応用されており
（表1）、国外の研究を見渡すと自己組織由来だけ
でなく、他家組織由来の移植が数多く実際に実施
されている。その根拠としてはhMSCには免疫
調節能と栄養補助機能があるとされ2、近年では
抗炎症作用3や抗菌作用4などの報告もあり、あ
たかも万能薬のような使用法が、既存薬物では困
難であった難治性疾患において臨床研究が実施さ
れている。
女子医大においては現在までに歯周炎のみなら
ず、糖尿病足潰瘍とビスフォスフォネート（BP）
系薬剤による顎骨壊死（Bisphosphonate-related 
osteonecrosis of the jaw：BRONJ）に関しても間
葉系幹細胞シートを使った創傷治癒促進効果を確
認しているので、本稿においてはこの2つの疾患
とその新規治療方法に関して紹介させて頂く。
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1　糖尿病足潰瘍
糖尿病患者において末梢神経障害や末梢動脈疾
患の存在下に足潰瘍を合併すると、易感染性から、
創傷治癒は遅延することが多く、その場合、長期
間の入院加療が必要となり、患者の生活の質
（quality of life：QOL）や生命予後を悪化させる
ことが多いことから、患者本人はもちろんのこと、
家族・社会の負担・損失が大きい。糖尿病足病変
の治療期間の短縮に繋がる、新たな治療法の早期
開発が望まれている。
足潰瘍の局所治療法のひとつに、デブリドマン
施行後、人工真皮を用いて二次的に植皮が行われ
る治療法があり、成果を挙げているが、欠損創が
高範囲である場合や骨が露出した場合、また、糖
尿病などを基礎疾患として持つ患者の場合は、人
工真皮を貼付しても、真皮様組織の構築が不十分
で、肉芽形成や上皮化が進まないケースがある。
この欠点を克服するため、本学糖尿病センター
内科フットケアグルーブ・加藤ゆか医師が中心と
なり、脂肪細胞から抽出した幹細胞：脂肪由来幹
細胞（Adipose derived stem cell：ASC）を用いた、
新たな創部局所治療の開発を行った。具体的には
肥満を有する2型糖尿病ラットに、骨の露出した
広範囲（頭蓋部に10×15mm）の全層皮膚欠損モ
デルを作製し、その創傷モデルを用いてASC
シートと人工真皮を併用した治療法の創部治癒促
進効果を検討した。方法としては、まず、正常
ラットの皮下脂肪組織を採取し、脂肪組織から抽
出したASCからASCシートを作製することに成
功した。作製したASCシートを、16週齢の肥満
を合併する2型糖尿病モデルラットの頭部に作製
した骨露出を伴う全層皮膚欠損創に貼付し、その
上から人工真皮（ペルナック®）で覆った。その後、
経時的に創部を評価したところ、移植後7日目よ
り創部閉鎖率はASCシート移植群（移植群）で有
意に高かった。創部閉鎖までの平均期間は、人工
表1　hMSCを用いた臨床研究の対象疾患（http://clinicaltrials.govより検索した結果）
  1. BMT（骨髄移植）
  2. Graft versus host disease（移植片対宿主拒絶反応）
  3. Acute myocardial infarct（急性心筋梗塞）
  4. Stroke（脳卒中）
  5. Spinal cord（cuts and contusions）（脊髄断絶ならびに損傷）
  6. Lung（asthma and chronic obstructive pulmonary disease［COPD］）ぜんそくと慢性閉塞性肺疾患
  7. Acute kidney failure（急性腎不全）
  8. Liver ﬁbrosis（肝線維症）
  9. Tendinitis（腱炎）
10. Juvenile diabetes（若年性糖尿病）
11. Radiation syndrome（放射線症候群）
12. Burns and wound healing（火傷と創傷治癒）
13. Osteo-arthritis and rheumatoid arthritis（変形性関節症、関節リウマチ）
14. Lupus（エリテマトー デス）
15. Autism（自閉症）
16. Inﬂammatory bowel disease（炎症性腸疾患）
17. Multiple sclerosis （MS）（多発性硬化症）
18. Amyotrophic lateral sclerosis（ALS）（筋萎縮性側索硬化症）
19. Urinary incontinence（尿失禁）
20. sepsis（敗血症）
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真皮のみのラット群（対照群）で34.2日であった
のに対し、移植群では平均25.6日と有意に治療期
間を短縮した（n＝6）。また、組織学的評価にお
いては、移植群で有意に血管新生を認めた。
創部閉鎖促進および血管新生促進の機序として、
In vitroの実験において、ASCシートは血管内皮
細 胞 増 殖 因 子（Vascular endothelial growth 
factor：VEGF）、 肝 細 胞 増 殖 因 子（Hepatocyte 
growth factor：HGF）、表皮増殖因子（Epidermal 
growth factor：EGF）などの増殖因子を分泌して
いることが確認出来ており、特にVEGFは移植
時1シート当たり18.0ng/dayの分泌を認めた。
移植したASCの細胞運命を追跡するため、
GFPラットから採取したASCからASCシートを
作製して移植したところ、移植細胞が新生血管周
囲に存在していることが確認出来た。このことか
ら、移植細胞は新生血管を支持している可能性が
示唆された。
これらにより、ASCシートは血管新生因子を
分泌することによって創傷治癒促進効果を促すだ
けでなく、新生血管支持・構築に関わっている可
能性が示唆された5。
2　ビスフォスフォネート（BP）
系薬剤による顎骨壊死
BP系薬剤は骨吸収抑制作用を有する薬剤であ
り、骨粗鬆症においては第一選択薬となっている。
さらには癌領域においては骨転移予防や骨関連事
象（SRE）の治療薬としてその有効性が確かめら
れている。しかし、2003年にBRONJが初めて報
告された後、世界中から相次いで報告され問題と
なっている。2015年に日本口腔外科学会が行っ
た実態調査では本邦の患者数は4797名であった。
欧米や日本の学会を中心に様々な提言が行われた
ものの、発症機序・予防法・処置法などは未だ不
明である。多くの基礎研究や臨床研究から病因と
して、骨代謝の過抑制、血管新生阻害、免疫機能
障害、軟組織毒性、口腔細菌の感染、顎骨への外
科的侵襲などが指摘されている。治療法は、ス
テージ1、2において、学会の指針では洗浄と抗
菌薬投与のみしか推奨されていなく、積極的な治
療法は存在しない。現状の保存的治療ではステー
ジの進行により難治化するケースが多く、患者の
生活面への長期にわたる支障は大きい。また、ス
テージ3では顎骨区域切除などの手術が行われる
ことがあるが、その手術による顎骨への侵襲の影
響により再発する症例が多く見られる。
そこで私共のグループでは本学歯科口腔外科の
貝淵信之医師が中心となり他家骨髄由来MSC
シートをラットBRONJモデルに移植する実験を
行ったところ、MSCシート移植群では対照群と
比較して有意に骨露出の治癒がみられることを確
認した6。さらに、細胞シート移植群は非移植群
やMSCの静脈投与群と比較して有意に新生血管
が移植床に認められることやBP投与によって減
少した破骨細胞が再度の増加がみられた。また、
MSCsからVEGFやHGFのタンパクの分泌及び
RANKLの遺伝子発現を確認した。以上のことか
ら、MSCsには免疫調整機能や血管新生促進作用、
骨代謝促進作用があり、シート状で移植すること
でその効能が効果的に発揮されることが推察され
た。
以上のようにMSCシートを用いた創傷治癒促
進効果は血管新生を伴う薬理効果をベースとして
ホストの再生能の向上に寄与していると考えられ
ており、様々な難治性疾患への応用が可能である
と思われる。
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3　hMSCの培養方法の最適化
我々のグループでは様々な組織由来のhMSC
を扱ってきた。hMSCの培養は比較的簡単である
とされているが、そのステップは基本的には三段
階に分けて考えることが出来るので、その勘所を
以下に示す。
①酵素消化方法の選定
骨髄液より抽出するhMSCの場合、通常、密
度勾配遠心法を用いるか全骨髄を播種するため酵
素消化の必要は無いが、固形組織等よりhMSC
を分離するためには酵素消化法が一般的に用いら
れている。ヒト臨床を視野に入れた場合、酵素の
選定は生物由来原料基準を加味し、安全性を留意
しなければならない。古典的にはトリプシンや
ディスパーゼなどを用いた方法もあるものの、結
合組織の主要成分はコラーゲンであることから各
種コラゲナーゼを用いた方法が盛んに実施されて
いる。酵素反応を実施するにあたり考慮すべきポ
イントは、必要最小濃度且つ短時間の処理を行う
ことにより組織中の細胞へのダメージを最小化す
ることにあるので、組織量に従い、至適濃度と酵
素反応時間検討するべきである。また酵素反応を
促進する目的で、組織塊をあらかじめ細断する
ケースがほとんどである。我々の臨床研究7にお
いては一本の歯牙から50−100μl程度の細断さ
れた歯根膜組織が採取できることから500μlの
反応系を用いて、GMPグレードのコラゲナーゼ
0 . 8PZ -U/m l（SERVA E l e c t r o ph o r e s i s , 
Heidelberg, Germany）とディスパーゼ1200PU/
ml（Sanko Junyaku, Tokyo）を終濃度で添加し、
37ºCで1時間激しく震盪することにより酵素消化
を行っている。通常、視認できる組織塊は45分
程度で消失し、70μmのセルストレイナーなどを
用いてシングルセルを回収する。
②初期接着の向上
hMSCの初期接着は比較的悪いため、接着を促
進するタンパクなどで培養基材をコーティングす
る方法が主流である。殊、無血清培地を用いた培
養系では初期接着は非常に悪く、各社より細胞接
着促進剤によるプレコーティングが推奨されてい
る。この促進剤に関しても臨床応用を考えるので
あれば生物由来原料基準を考慮する必要がある。
通常、血清や血清入り培地で数時間から1日程度
プレコーティングを行えば数日後には接着した細
胞を確認することが出来よう。我々の臨床研究に
おいては細胞培養を促進する科学表面処理がなさ
れた基材（BD Primaria™）に10%血清入り培地で
数時間のコーティングを行っている。また、非接
着細胞を除去する目的で播種後24−48時間後に
培地交換を行っている。
③低密度培養によるCFU-Fの濃縮
hMSCの 培 養 に 用 い ら れ て い るαMEMや
DMEMを用いると線維芽細胞様の細胞がほぼ選
択的に増殖される。また播種密度を低く設定する
ことにより間葉系幹細胞のひとつの特徴と考えら
れているコロニー形成能を持つ線維芽細胞コロ
ニ （ーColony Forming Unit-Fibroblast；CFU-F）
を濃縮することも可能である。由来組織の浮遊細
胞含有率にも依るが、接着する細胞が近接しない
よ う な 初 期 接 着 密 度 で 播 種 す る こ と に よ り
CFU-Fを選択的に増殖させることができる。ま
た、低密度培養を行うと細胞の増殖が促進するこ
とも知られている8。一般的にはhMSCは継代を
重ねるとその潜在能力が低下することがわかって
いる9ことから、不必要な継代は避けるべきであ
る。
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まとめ
hMSCは成人にも存在する体性幹細胞であり、
癌化の可能性がきわめて低いと考えられているこ
とがES細胞やiPS細胞などとの大きな違いであ
る。よって我が国のみならず世界中で臨床研究が
行われており、一部の疾患においてはその有効性
と安全性が認められている。また、hMSCが保持
している免疫調節機能により、他家移植において
も免疫拒絶が起きにくいと考えられており、むし
ろ移植した細胞によるGraft versus host disease
（移植片対宿主拒絶反応）においてはドナー細胞
による攻撃を抑制すると考えられている。一度の
サンプリングで数百から数千回分の治療に必要な
細胞数まで増幅することも可能であり、適切な細
胞バンクと培養施設が存在すれば大幅なコスト削
減とそれによる普及も見込まれている。さらには
他家移植が有効且つ安全であれば、自己細胞が採
取できないケースにおいても細胞治療を享受する
ことが可能となる。すべては今後の臨床研究によ
る有効性と安全性の検証次第ではあるが、さまざ
まなpotentialを持つhMSCが現状では治療でき
ない疾患の救世主となるのかを中長期的な視野で
見守っていかなければならないと考えている。
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